This Page Is Inserted by IF W Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant 

Defects in me images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



Medicament f r treating retr virus infections c ntg. phospholipase A2 fr m bee ven m 



Patent number: 
Publication date 
Inventor: 
Applicant: 
Classification: 

- international: 

- european: 



FR2722692 
1996-01-26 

BOUSSEAU ANNE; HENIN YVETTE; RIEGER FRANCOIS 
RHONE POULENC RORER GMBH (FR) 



A6TK35/64 
A61K38/46 

Application number: FR1 9940008998 19940720 
Priority number(s): FR1 9940008998 19940720 



Abstract of FR2722692 

Medicament for treatment and/or prevention of retrovirus infections comprises phospholipase A2 (PA2) from bee 
venom (BV). Also claimed are:(a) a compsn. comprising PA2 from BV opt. in association with a diluent or adjuvant, 
and(b) an association of PA2 from BV and an antiretroviral, antiviral, immuno-modulating or antimicrobial agent, and 
opt. excipients, for treating retroviral infections. 
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MEDICAMENT A BASE DE PHOSPHOLIPASE A2 DE VENIN D'ABEILLE. 

B7) Medicament destine au traitement preventif et/6u cura- 
fiTdes affections a retrovirus caracteris6 en ce qi/il com- 
prend la phospholipase A2 de venin d'abeille. 
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MEDICAMENT A ttASE HE PHOSPHOLIPASE A? PE VEMTN D [ AHETLTiB 

La presente invention concerne un medicament a base de phospholipase 
A2 de venin d'abeille destine au traitement preventif et/ou curatif 
des affections a retrovirus, et plus particulierement du SIDA 
5 (syndrome d ' immuno-d£f icience acquise) et de syndromes associes I ARC 
(AIDS related complex) ) . 



10 risque de developper la maladie dans les mois et les annees & venir 
apres la primo- infect ion. 



L'activite de la phospholipase A2 de venin d'abeille a 6t6 mlse en 
evidence de la maniere suivante : 



Cellules : 

Le test est realise* sur la lignee CEM 4, un sousclone enrich! en 
r£cepteurs CD4 obtenu a partir d'une lignee cellulaire 
lymphoblastoma. Les cellules sont exemptes de mycoplasmes . Elles 
30 sont cultivees a 37 °C sous une atmospher contenant 5 % de gaz 



i 
i 



Par prophylaxie nous sous -en tendons le -traitement des sujets qui oaat 3j 
ete exposes aux virus HIVs (human immunodeficiency virus) . en 



particulier les seropositifs asymptomatiques, qui presentent le 



Les proprietes ant i -inf lamina toi res et an t i - r huma t ismales du venin ^jS 
d'abeille sont connues. Le venin d'abeille comprend de nonbreux Jj| 
constituants dans des teneurs variables, parmi lesquels des 
15 substances peptidiques comme par exemple l'apamine, la melittine, le 
peptide MCD. . . et des phospholipases parmi lesquelles la. 
phospholipase A2, qui est presente i raison d! environ 12 %* ^ 
L'apamine et la melittine ne possddent pas d'activite" antivirale. 



II a ete montre que la phospholipase A2 de venin d , abeille 
20 une activite particulierement interessante sur retrovirus et ^| 
notamment sur virus HIV. 



tit 
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Artivit^ vi s -a-vis dP Lla£l£l rvtnrwthonftne et flfi la nrnrtuntlon du ^1 
25 virus HIV dans les lymphocytes 
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cellules par ml) et les microplaques sont incub£es une heure 3 37°C, 
sous une atmosphere contenant 5 % de gaz carbonique. Les cellules 
sont infectees avec 100 ul de suspension virale (100-200 CCID^q) et 

20 cultivees pendant au moins 6 jours. Au bout de 6 jours d' i n cubation, 
100 pi de surnageant sont preleves pour la quantification de 
l'antigene viral p24 et 100 ul de cellules sont preleves pour mesurer 
la viabilite cellulaire [determinee selon une modification de la 
technique decrite par R. Pauwels et coll., J. Virol. Meth., 2fl, 

25 309-321 (1988)]. On ajoute a ce prelevement 10 ul d'une solution 
contenant 7 mg de MTT [bromure de 3-(4,5-dimethyl 2- 
thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium] par ml de tampon phosphate isoto- 
nique. Apres 3 heures d* incubation a 37°C le surnageant est enlev§. 
Le MTT est converti en un sel de formazan (bleu) uniquenent a 

30 1' inter ieur des cellules vivantes. On ajoute alors 100 ul 
d'isopropanol (contenant 0,04 mole/1 d'acide chlorhydrique dans du 
propanol-2) et les microplaques sont agitees jusqu'i la 
solubilisation du bleu de formazan. L 1 absorbance a 540 ma est lue 



carbonique, dans un milieu RPMI contenant 10 % de serum de veau J 

foetal, 100 Ul/ml de penicilline, 100 ug/ml de streptonycine et 

2 ug/ml de polybrene. ;jj 

Virus ; • H 

■ ™ 

5 On utilise la souche LAI de virus HIV-1 . Les virus sont obtenus a ^ 
partir de surnageants de cellules CEM clone 11 f litres sur f litre de 
0,45 urn. Les tit res des preparations de HIV-1 sont de l'ordre de 
10 4 CCID 50 (50 % de doses de cultures cellulaires infectees par ml). 

Essai ; 

10 Les produits sont testes pour leur cytotoxicity et leur aptitude 3 
inhiber l'effet cytopathogene induit par 1' infection a HIV-1. Les 
essai s sont mis en oeuvre dans une microplaque de 96 puits contenant 
des cultures tissulaires. On depose en triple exemplaire : 25 
ul/puits de chaque dilution de produit a tester dans du tanpon 

15 phosphate isotonique (TPI) ou de TPI seul dans le cas des contr6les. ;T 
On ajoute alors 125 ul de la suspension de cellules CSX 4 (10 5 . '.-'S 
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3 

avec un lecteur automatique de reactions Biotek EL-31 1 en 
microplaques . Cette absorbance est proportionnelle a la quantity de 
cellules vivantes. On etudie en parallele la cytotoxicity dee 

produits. 

Le taux de protection (en %) d'un produit donn6 est d£texain& d 

partir des densites optiques (DO) par la formule : 

DO feel 1, traitSes et inf . ) -DO (r.oM . non traitees et inf.) 

DO (cell, traitees et non inf .) -DO (cell . non traitees et inf.) 

La concentration inhibitrice 50 % est d£terminee. 

La quantification de l'antigene viral p24 se fait & l'aide d'un kit 
(NEK - 060B, Dupont, Wilmington USA) selon les instructions du 
fabricant. 

RSsultats ; 

2 dosages sont realises apres 6 et 12 jours de traitement : 

- determination de la concentration inhibant 50 % de I'effet 
cytopathogene du virus (EC 50 ) et toxicity des produits {CC$q) ; 

- concentration inhibant 50 % de la production virale (BC 50 Ag) . 



Toxicity 


effet 
cytopathogene 


production virale 




J + 6 
EC 50 (ug/ml) 


J + 6 
EC 50 Ag (ug/mi) 


J + 12 
EC 50 Ag (yg/nl) 


15 


0,25 


0,25 


2,5 



Les resultats demontrent que l'on obtient une diminution signifi- 
cative de I'effet cytopathogene et de la production virale & des 
concentrations non cytotoxigues. 
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La presente invention concerne egalement les compositions pharoaceu- 
tiques comprenant la phospholipase A2 de venin d'ab e ille 
eventuellement sous forme d'une association avec un ou plusieurs 
diluants ou adjuvants compatibles et pharmaceutiquement acceptable*, 
5 ou avec un autre agent anti-r6trovirus, un agent antiviral, 
iinmunomodulateur ou antimicrobien. 

Les compositions selon 1' invention est capable de proteger de ^ 

1' infection par le virus HIV, de reduire la progression vers le SUA ^ 

ou de diminuer sa gravity chez les sujets d6ji infectes en rSduisant ^ 

10 la mortality des cellules infectees. Les compositions peuvent fitre ' : j 

utilises par voie parentirale ou rectale. : j 



Les compositions peuvent etre utilisees a titre curatif pu a titre 
preventif chez des sujets presentant une immunod£ficience et/ou in- 
fectes par un virus HIV. Bien entendu, la constitution de ces conpo- 
15 sitions sera adapted au cas particulier du tractus digestif des i»u- 



Les compositions pour administration parentSrale, peuvent £tre des 
solutions steriles ou des emulsions. Comme solvant ou vShicule, on 
peut employer le propyleneglycol, un poly€thyleneglycol , des huiles 
20 vegetales, en particulier l'huile d 1 olive, des esters organiques 
injectables, par exemple l'oleate d'ethyle. 

Ces compositions peuvent egalement contenir des adjuvants, en 
particulier des agents mouillants, isotonisants, emulsif iants, 
dispersants et stabilisants. 

25 La sterilisation peut se faire de plusieurs f aeons, par exemple & 
l'aide d'un filtre bact6riologigue, par irradiation ou par chauffage. 
Elles peuvent §galeraent etre pr^parees sous forme de conpositions 
solides steriles qui peuvent etre dissoutes au moment de 1'enploi 
dans de l'eau sterile ou tout autre milieu sterile injectable. 

30 Les compositions par administration rectale sont les suppositoires ou 
les capsules rectales, qui contiennent outre le principe actif, des 
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5 

excipients tels que 1 beurre de cacao, des glycerides seai- 
synthetiques ou des polyethyleneglycols. 

En therapeutique humaine, le medecin determinera la posologie qu'il 
estirae la plus appropriee en fonction d'un traiteinent preventif ou 
5 curatif, en fonction de I'age, du poids, du degre de V infection et 
des autre f acteurs propres au su j et a traiter . Generalement , les 
doses sont comprises entre 0,5 et 10 mg/kg par voie intra-veineuse ou 
sous-cutanee pour un adulte. 

La presente invention concerne egalement les associations constitutes 
10 de la phospholipase- A2 de venin d'abeille, et d'un autre principe 
actif connu pour son activite anti-retrovirus, eventuellement en 
presence d' excipients pharmaceutiguement accept ables. 

Les agents ant i -retrovirus pouvant etre associes sont choisis pa mi 
des agents compatibles et inertes vis-a-vis du derive du lupane de 
15 formule generale (I). A titre non limitatif ces agents sont choisis 
parmi des inhibiteurs de la reverse transcriptase [zidovudine (A2T) , 
didanosine (DDI), dideoxycytidine (DDC) , TIBO, nevirapine, PMEA, 
HEPT... ), parmi des inhibiteurs de la protease [comme par exeraple le 
RO 31-8959] . 

20 L'exemple suivant illustre une composition selon 1' invention. 
Exemnle 

On prepare des ampoules contenant une solution dosee i 25 ng de 
phospholipase A2 de venin d'abeille en ajoutant 20 ml de solute 
physiologique a 250 mg de phospholipase A2 de venin d'abeille. La 
25 solution est divisee et repartie aseptiquement dans des ampoules de 2 
ml. Chaque ampoule contient 25 mg de produit actif. 
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RKVKNDICATIQNS 

1 - Medicament destine au traiteraent preventif et/ou curatif des 
affections a retrovirus caracterise en ce qu'il conprextd la 

phospholipase A2 de venin d'abeille. 

5 2 - Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle ccnprend 
la phospholipase A2 de venin d'abeille eventuellement en association 
avec tout diluant ou adjuvant compatible et pharmaceutiqueaent 

acceptable. 

3 - Association utile pour le traitement d'af fections a retrovirus 
10 comprenant la phospholipase A2 de venin d'abeille, et un agent anti- 
retrovirus, un agent antiviral, immunomodulateur ou antimicrobien, 
eventuellement en combinaison avec des excipients compatibles et 
pharmaceutiquement acceptables. 
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